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中  文  摘  要 
目的：探讨急性胆道梗阻时内毒素致小鼠肝脏损伤的机制及其与 TLR4 表达
的关系。  
材料和方法：雄性 C57BL/10J(WT)小鼠 42 只，随机分为生理盐水组（NS 组，
n=21）、内毒素处理组 1（LPS1 组，n=21），C57BL/10ScnJ(TLR4-/-)小鼠 21
只，为内毒素处理组 2（LPS2 组）。3组均行胆总管结扎术，LPS1、LPS2 组小鼠
于胆总管内注射 LPS（8ng/μL，10ng/g 体重），NS 组注射同等剂量的生理盐水，
术后6h、12h、24h采集标本，RT-PCR检测肝脏组织TLR4mRNA的表达情况，Western 
blot 检测肝脏组织 TLR4 蛋白表达，全自动生化分析仪检测血清 ALT、TBIL、DBIL
水平，ELISA 法检测血清 TNF-α、IL-6 的水平。病理观察肝脏损伤情况，免疫
组织化学染色观察肝脏 NF-κB 的表达。 
结果：LPS1 组与 NS 组比较肝脏组织 TLR4mRNA、TLR4 蛋白在 6h 时表达已有
升高，于 24h 达高峰， ALT、TBIL 各时点均明显升高（P<0.01），TNF-α、IL-6
表达亦增高（P<0.01），LPS1 病理损伤程度较 NS 组重，免疫组化显示术后 24
小时 NF-κB 在 LPS1 组可见肝细胞明显的核表达。LPS2 组与 LPS1 组比较各血清
学指标均明显下降，病理损伤减轻，24h 时肝细胞 NF-κB 核表达较少。 
结论：在急性胆道梗阻时 LPS 可以加重肝脏组织损伤和机体炎症反应，可能
与 TLR4 的表达增高及 NF-κB的表达有关。阻断 LPS-TLR4 信号通路可以减轻 LPS
引起的机体损伤。 





















LPS increases the liver injury via TLR4-dependent manner 
in mice with acute obstructive jaundice 
Abstract: Objective: To investigate whether LPS increase the liver injury and 
involved mechanism in mice with obstructive jaundice.  
Methods: 42 of C57BL/10J (WT) male mice were randomly divided into NS 
group (n=21) and LPS1 group (n=21) ,and LPS2 group as C57BL/10ScnJ (TLR4-/-) 
male mice（n=21）. All mice were subjected to common bile duct ligation (CBDL), 
then the LPS1 and LPS2 groups were injected with LPS（8ng/μL,10ng/g body weight）
via common bile duct after CBDL operation; the NS group was injected with equal 
amount of saline. The blood samples and liver tissues were collected at 6h, 12h, 24h 
(n=7) after treatment and prepared for further analysi.The concentrations of serum 
ALT,TBIL,DBIL were measured by automatic biochemistry analyzer;the levels of 
serum TNF-α and IL-6 were measured by enzyme-linked immunosorbent assay;the 
expressions of TLR4 mRNA in the liver tissue were detected by RT-PCR;the protein 
of TLR4 in the liver were detected by Western blot; histological analysis showed the 
injury of the liver tissue and the distribution of NF-κB were detected by 
immunohistochemical staining.  
Results:Liver tissue injury was more severe in the LPS1 group compared with 
the NS and LPS2 groups. mRNA level of TLR-4 in liver tissues was increased 6 hours 
after CBDL and LPS injection in LPS1 group, and peaked at 24 hours; No detection 
of TLR4 mRNA in LPS2 group;The detection of TLR4 protein were in line with the 
results of TLR4mRNA.TNF-α and IL-6 secretions were significantly increased 
（P<0.01）in LPS1 group; NF-κB was obviously expressed in the nucleus of hepatic 
cells in the LPS1 group at 24 hours after surgery, and slightly expressed in the NS 
group and LPS2 group. 
Conclusion: LPS increased the liver injury after mice were subjected to CBDL. 
The activation of NF-κB and release of TNF-α and IL-6 were correlated with the 
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胆总管梗阻时, 整个胆道系统内胆汁淤积, 胆管内压力逐渐上升, 胆管管
径不断增粗, 回应力也相应增加。当胆管壁的回应力达到极限时, 胆管内压力及
胆管管径即不再增加。胆道内较高的压力使胆红素而返流入血。胆红素还可以通




。由于门静脉与肝胆管同处于一 Glisson 鞘内, 当胆管内压力上升到一定程度









了肝细胞“ 能源危机” , 并由此引发其他损伤机制, 如钙稳态失调和自由基的




































































































(三)LPS 体内主要受体是 Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4），












的 TLR4 通过模式识别受体（pattern recognition receptors, PRRs）来辨别病
原相关分子模式 （pathogen-associated molecule pattern, PAMPs）并发现病












































立小鼠急性胆道梗阻模型并且用 LPS 处理，研究 LPS 在 AC 中致肝脏损伤的机制，




















2.1  实验动物 
6-8 周龄健康的 C57BL/10J（WT）小鼠,雄性，体重 20±2g，购自南京大学
动物模式研究所，饲养并繁殖于厦门大学医学院实验动物中心。自由进食、饮水，
饲养环境符合清洁级标准。 
6-8 周龄健康的 C57BL/10ScnJ（TLR4-/-）小鼠,雄性，体重 20±2g，购自
南京大学动物模式研究所，饲养并繁殖于厦门大学医学院实验动物中心（SPF
级）。C57BL/10ScnJ 小鼠系缺失等位基因 Tlr4lps-del ，导致 TLR4mRNA 和蛋白
的缺失。 
所有动物实验的研究均严格接受学校动物管理委员会的审查和批准。 
2.2   仪器与试剂 
2.2.1 主要仪器、器械 
眼科剪、止血钳、显微手术镊                      上海医疗手术器械厂 
医用双人双目手术显微镜                          上海光学仪器厂 
小鼠手术台                                      自制（附图 1） 
腹腔自动拉钩                                    自制（附图 1） 
麻醉控制装置，由 20ml 注射器和 10ml 离心管组成    自制（附图 2） 
简易气囊复苏装置                                自制（附图 3） 
4/0 缝线                                       上海浦东金环医疗用品有
限公司 
1#慕丝缝线                                     上海浦东金环医疗用品有
限公司 
低速离心机 L420 湖南湘仪 
















酶标仪 Model 680 美国 Biorad 公司 
-80℃超低温冰箱 Forma 700 series 美国 Thermo 公司 
PCR 扩增仪 22331 Hamburg 德国 Eppendorf 公司 
凝胶成像系统 Tanon 1600R 上海天能 Tanon 
电泳仪 Tanon EPS300 上海天能 Tanon 
全自动生化分析仪       Modular PP 瑞士罗氏公司 
全自动脱水机 Shandon Excelsior 英国.珊顿   
包埋机   EG1150 德国.莱卡 
一次性注射器 1ml 常州市远东医疗器材厂
有限公司 
VE-186 转膜电泳槽                                上海天能 Tanon 
水平脱色摇床           WD-9405A                上海天能 Tanon 
磁力加热搅拌器          79-2                     常州国华仪器厂 
740 型光栅分光光度计                             上海医疗设备厂产品 
恒温水浴箱                                       厦门精艺设备公司产品 
2.2.2 试剂 
RNA 逆转录试剂盒                 日本 Fermatas 公司 
Trizol 美国 Biobasic 公司 
PCR 试剂盒 日本 Takara 公司 
BSA 碧云天 
DAB 迈新生物 
免疫组化 MaxVisionTM 试剂盒                       迈新生物 
Poly-L-Lysine(10x) 多聚赖氨酸                       迈新生物 
过氧化酶阻断剂                                    迈新生物 
抗体稀释剂                                        迈新生物 
柠檬酸型抗原修复缓冲液(100x)                      迈新生物 
PBS(0.01m,pH7.4)磷酸盐缓冲液                      迈新生物 















TLR4 一抗                                       美国 Abcam 
NF-κB                                           Neomarker 
显色基质鲎试剂盒                                厦门星鲨制药有限公司 
TNF-αELISA 试剂盒                             达科为生物科技有限公司 
IL-6  ELISA 试剂盒                            达科为生物科技有限公司
ECL 化学发光检测试剂盒                         碧云天 
2.3 实验动物分组、模型制作及标本的采集 
实验动物分组： 
生理盐水组（NS，n=21）：  C57BL/10J+CBDL+NS; 
LPS 处理组 1（LPS1，n=21）:C57BL/10J+CBDL+LPS; 
LPS 处理组 2（LPS2，n=21）:C57BL/10ScnJ+CBDL+LPS; 
模型制作 
术前准备：术前禁食 12 小时，皆自由饮水。手术的前 1 天将动物手术室彻
底打扫干净，2％的来苏尔进行地面擦洗和喷洒消毒，手术台面、无影灯使用健
之素消毒剂进行表面消毒，之后紫外线灯距地面 2.5m 进行空气消毒 1～2小时；
普通手术器械高压消毒，显微器械用 2%戊二醛浸泡灭菌。 
参考 Wakabayashi Y 等 [29]方法建立小鼠急性胆总管梗阻模型，小鼠用乙醚麻
醉，纸胶布固定四肢，75%酒精消毒后开腹，使用腹腔自动拉钩暴露术野，仔细
游离部分胆总管，4/0 缝线结扎远端，LPS1 组和 LPS2 组从胆总管近端注射






分别于术后 6h、12h、24h 采集血液及肝脏标本进行分析，每时间点各 7只。
各组动物在相关时间点麻醉后眼球采血 0.8 mL -1mL ，分离血清约 300μL 于 - 
80 ℃低温冰箱保存，同时取肝脏右上叶于 3.7%福尔马林中固定，余肝叶用生理
















2.4.1 RT-PCR 检测肝脏组织 TLR4mRNA 的表达情况； 
2.4.1.1 总 RNA 提取 
1. -80°C 冰箱取出肝脏标本，剪取 50-100mg 肝脏组织置于 DEPC 水处理过
的组织研磨器，剪刀需用 DEPC 水处理。加 1mlTrizol ； 
2. 置于冰上研磨成匀浆，吸取匀浆样品至 1.5ml EP 管（EP 管以及枪头均
DEPC 水处理过）； 
3. 颠倒混匀 10 下，室温 5分钟； 
4. 加氯仿 200ul，手摇 15 秒，室温静置 2-3 分钟； 
5. 4℃，12000g 离心 15 分钟；  
6. 取上层水相（约 400μl）到另一 1.5mlEP 管中；  
7. 加等体积异丙醇（约 400μl），混匀室温 10 分钟；  
8. 4℃，12000g 离心 10 分钟 弃上清； 
9. 加冰预冷的 75%乙醇（DEPC 水配制）1ml  
10. 4℃离心 7500g，5 分钟； 
11. 弃上清，空气干燥 5～10 分钟（不能完全干燥，溶于 DEPC 水中至 20μl） 
12. 取 1μl加入 79μl DEPC 水测 OD260/OD280 计算浓度与纯度。 
2.4.1.2 RNA 逆转录过程 
应用 Fermanters First Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒转录过程如下： 
13. 总 RNA 1μg +oligo (dT)18 primer1ul+DEPC water 至 11μl 65℃孵
育 5 min，冰上冷却； 
14. 5X Reaction Buffer 4μL+ RiboLock™ RNase Inhibitor1μl+10mM dNTP 
Mix 2μl+ M-MuLV Reverse Transcriptase 2μl 均匀混合和离心，37
℃孵育 60 分钟； 
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